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摘要 :目的 探讨 负载 siRNA 胶原/ 生物 活性 玻璃 复合 材料 的 成 骨 作 用 。 方 法 冷冻 干燥 法 分 别 制备 胶原 /生物 玻璃 .负载 阴性 对 
HE SIRNA 胶原/ 生物 玻璃 和 负载 noggin 胶 原 /生物 玻璃 3 组 复合 材料 。 用 CCK8 试 验 检测 空白 组 上 述 3 组 不 同 支架 材料 浸 提 液 对 
细胞 增殖 的 影响 ,ALP 活 性 检测 q-PCR 检测、 莫 素 红 染 色 评 估 3 组 不 同 支架 对 MC3T3 细 胞 矿 化 的 影响 。 结 果 材料 浸 提 液 共 培 
养 MC3T3 细 胞 3、5 d 后 ,胶原 /生物 玻璃 复合 材料 .负载 阴性 对 照 ssSRNA 胶原 /生物 玻璃 复合 材料 和 负载 noggin 胶 原 /生物 玻璃 支 
架 组 细胞 增殖 数目 均 明 显 高 于 空白 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 培 养 14 d 后 ,负载 siRNA 胶原 /生物 玻璃 支架 组 ALP 活 
性 高 于 单纯 支架 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 培 养 14 d 后 ,负载 siRNA 胶 原 / 生 物 玻璃 支架 组 ALP.Runx2 .BSP 表达 量 高 
于 单纯 支架 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 茵 素 红 染 色 结 果 表 明 人 负载 siRNA 胶原 /生物 玻璃 支架 组 较 其 余 组 有 更 多 矿 化 结 


节 形 成 ,差异 具有 统计 学 意义 (P<0.05)。 结 论 负载 siRNA 胶 原 / 生 物 玻璃 复合 材料 支架 具有 良好 的 生物 相 容 性 ,胶原 /生物 玻璃 


复合 材料 和 siRNA noggin 可 协同 增 效 促进 成 骨 。 
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Abstract: Objective To investigate osteogenic effect of collagen/bioglass composites loaded with a small interfering RNA 
(siRNA) targeting noggin. Methods The collagen/bioglass composites loaded with the negative control siRNA or noggin 
siRNA were prepared by freeze-drying method. CCK8 test was used to evaluate the proliferation of MC3T3 cells exposed to 
the aqueous extracts of collagen/bioglass composites and the siRNA-loaded collagen/bioglass composites. ALP activity assay, 
quantitative real-time PCR and Alizarin Red staining were used to assess the effect of the 3 composites on mineralization in 
MC3T3 cells. Results MC3T3 cells cultured for 3 and 5 days in the presence of the extracts of the 3 composites all showed 
significantly more active proliferation than the blank control cells (P<0.05). Compared with the cells seeded on the scaffold 
without siRNA, MC3T3 cells seeded on collagen/bioglass scaffold loaded with noggin siRNA showed a significantly higher 
ALP activity at 14 days after seeding (P<0.05) with significantly increased expression of ALP, Runx2 and BSP mRNAs (P<0.05). 
Alizarin Red staining showed that the cells seeded on the noggin siRNA-loading collagen/bioglass scaffold contained 
significantly more mineralized nodules than the other cells (P<0.05). Conclusion The collagen/bioglass composites loaded with 
noggin siRNA have a good biocompatibility, and the collagen/bioglass composites and noggin siRNA show a synergistic effect 


in promoting osteogenesis. 
Keywords: osteogenesis; siRNA; collagen; bioglass 
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的 发 现 , 人 们 发 现 siRNA 能 够 特异 性 诱导 序列 基因 沉 
默 , 因 此 siRNA 用 于 局 部 治疗 得 到 广泛 研究 ,由 于 
siRNA 的 易 降解 性 ,局 部 缓 释 体 系 的 研究 是 siRNA 局 部 
治疗 的 重要 研究 部 分 ””。 男 一 方面 ,成 骨 材 料 层 出 不 


穷 , 胶 原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 具有 生物 活性 玻璃 优 
良 的 成 骨 活 性 和 胶原 优良 的 生物 学 性 能 而 备 受 瞩目， 
同时 胶原 和 生物 活性 玻璃 分 别 作为 sRNA 局 部 缓 释 体 
系 已 有 报道 ” ,但 成 骨 能 力 仍 然 有 限 。Noggin 和 蛋白 是 
转化 生长 因子 超 家 族 成 员 之 一 ,是 骨 形 成 蛋白 BMP-2 、- 
4. -5 -6 和 -7 的 持 抗 蛋白 , 它 能 够 结合 以 上 重 白 从 而 阻 
止 它们 与 受 体 结合 ,高 表达 noggin 能 够 抑制 前 成 骨 
细胞 MC3T3 成 骨 分 化 ,减少 小 鼠 颅 盖 骨 人 缺损 修复 ”…。 
siRNA noggin 和 胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 联合 应 用 
于 成 骨 方 面 ,胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 不 仅 作 为 
siRNA 绥 释 体系 ,但 这 一 缓 释 体系 本 身 是 否 具 有 局 部 促 
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进 成 骨 能 力 仍 未 见报 道 。 本 研究 拟 结合 siRNAnoggin 
和 胶原 /生物 活性 玻璃 在 成 骨 方 面 的 作用 ,设计 出 负载 
siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 ,从 而 实现 胶原 / 生 
物 活性 玻璃 复合 材料 局 部 绥 释 siRNA 的 同时 ,达到 胶 
原 / 生 物 活性 玻璃 材料 与 siRNA 协 同 增 效 促进 成 骨 。 


1 材料 和 方法 
1.1 主要 材料 

o-MEM 培养 基 , 胎 牛 血清 , 胰 和 蛋白酶 (Gibco, 美 
); 乙 基 -3-(3- 二 甲 氨基 琴 基 ) ,N- 产 基 琥珀 酰 亚 胺 , 壳 
R HF (Sigma, 美国 ) ; siRNA(noggin), Stealth™RNAi 
Negative Control Duplexes (Invitrogen, 3 [| ) ; RT-PCR 
逆转 录 试 剂 盒 ,PCR 引 物 ,PCR RAA (Takara, HÆ); 
Triton-100( 博 士 德 生物 ,中 国 ); 碱 性 磷酸 酶 试剂 盒 ( 南 
京 建成 ,中 国 );CCK8 试 剂 盒 ,BCA 和 蛋白 定量 试剂 盒 , 东 
素 红 染色 液 ( 贝 博 , 中 国 ); 胶 原 ( 考 力 森 ,中 国 ); 生 物 活 
性 玻璃 (自制 )。 
1.2 方法 
1.2.1 负载 siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 的 合成 
将 壳 聚 糖 粉 体 涂 解 于 0.2 mol/L 的 乙酸 溶液 中 得 4% 的 
壳 聚 糖 涂 液 ,然后 将 一 定量 的 生物 活性 玻璃 粉 体 分 散 于 
其 中 得 生物 活性 玻璃 - 壳 聚 糖 深 液 ,使 生物 活性 玻璃 : 壳 
限 糖 质量 比 为 8:1。 将 肌 原 溶解 于 2% 乙 酸 溶液 中 ,得 到 
70 mg/mL 胶原 溶液 。 将 生物 活性 玻璃 粉 体 /过 聚 糖 溶 
液 缓 慢 加 入 到 胶原 溶液 中 ,胶原 /生物 活性 玻璃 为 3:2， 
并 加 入 适量 乙 磺 酸 以 保持 溶液 pH 在 4.8 左 右 , 搅 拌 均匀 
24 h 后 ,得 匀 浆 状 溶 液 。1- 乙 基 -3-(3- 二 甲 氨基 丙 基 ) 
(EDC) FI N-P IE 5% FH BYE MD I (NHS) DA 4:1 比例 形成 
2.5 mg/mL W EDA ILA ERW EF 4 COME 
中 24 h。l mol/L NaOH 溶 液 调节 pH 至 7.2, 用 dd H:O 
调节 匀 浆 浓度 ,至 匀 浆 中 胶原 终 浓 度 为 30 mg/mL。 人 然 
后 将 匀 浆 分 装 于 塑料 模具 (48 孔 板 ) 中 ,高 度 3 mm, 
siRNA 混合 有 分 支 的 PEI(12 000, Sigma) ,在 pH7.4 的 
无 核酸 PBS 中 ,N/P 比值 为 15, 形 成 聚合 物 。30 min 后 ， 
每 孔 中 加 入 4.5 uL siRNA RAWAM. ENARE- 
20 ,通过 冷冻 干燥 24 h, 得 到 负载 siRNA 胶原 /生物 活 
性 玻璃 支架 。 
1.2.2 支架 浸 提 液 CCK8 细 胞 毒性 检测 制备 高 度 1 mm, 
直径 10 mm 支架 ,负载 noggin 胶 原 / 生 物 活性 玻璃 支架 
中 加 入 3 uL 20 nmol/L noggin, 取 胶原 /生物 活性 玻璃 支 
架 组 .负载 noggin 胶原/ 生物 活性 玻璃 支架 组 .负载 阴性 
ATHE siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 分 别 3 个 样本 ,并 


夜 。 取 出 96 孔 板 , 吸 除 旧 培养 液 。 各 组 每 孔 中 分 别 加 入 
0.1 mL 不 同样 本 温 提 液 ,空白 组 加 入 0.1 mL 含 血清 培养 
液 ,每 组 重复 6 孔 , 置 于 培养 箱 培养 。1.3 .5 d 后 ,取出 培 
养 板 ,将 CCK8 HIRE FBS 的 培养 液 以 1:10 比例 稀释 
混合 。 每 孔 加 入 100 4L 混 合 液 , 轻 轻 震荡 混 匀 试剂 ,将 
96 孔 板 置 于 培养 箱 内 孵育 1~2 h 后 取出 ,于 酶 标 仪 上 记 
录 450 nm 的 吸光 值 。 每 组 6 孔 的 测定 结果 取 平 均值 。 
1.2.3 ALP 活性 检测 制备 高 度 1 mm 直径 10 mm 文 
架 , 负 载 noggin 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 中 加 入 12 此 
20 nmol/L noggin, 每 组 支架 材料 平均 分 成 四 等 分 用 于 
实验 。 将 细胞 (1.0x10/ 支 架 ) 接 种 于 支架 上 , 置 于 
37% .5% CO, 的 细胞 培养 箱 中 ,4h 后 加 入 2 mL 成 骨 培 
养 基 ,再 直接 接种 1.0x10; 细 胞 于 6 孔 板 上 ,3 d 换 液 1 
次 ,每 个 样本 均 设 3 个 复 孔 。 实 验 分 组 :胶原 /生活 性 玻 
璃 支架 组 .负载 noggin 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 .负载 
阴性 对 照 sRNA 胶 原生 物 活性 玻璃 支架 组 。 以 细胞 接 
种 胶原 活性 玻璃 支架 组 为 参照 。 培 养 14 d 后 ,低温 
PBS 冲洗 细胞 ,加 入 0.5% triton X-100 增 加 细胞 通 透 
性 , 冰 上 项 置 30 min。 根 据 BCA 和 蛋白 定量 试剂 说 明 书 
检测 蛋白 浓度 ,CCK8 试 剂 盒 说 明 书 ， 
1.2.4 q-PCR 检测 成 骨 相 关 基 因 表达 细胞 接种 培养 方 
法 和 实验 分 组 同上 。 采 用 gq-PCR 检测 内 源 性 ALP、 
Runx 2, BSP 基因 的 表达 。 按 照 TRIzol 试 剂 盒 说 明 书 
提取 总 RNA, 利 用 Takara Prime Script® RT reagent ix 
剂 盒 逆 转录 合成 cDNA, 采 用 Takara SYSB® Prime Ex 
Taq™ 本 试剂 盒 进 行 RT-PCR 反 应 ,检测 noggin 基 因 的 
表达 水 平 。 引 物 序列 见 表 1。 
1.2.5 BRAKE 细胞 接种 培养 方法 同上 。 实 验 分 
组 :空白 组 .胶原 生物 活性 玻璃 支架 组 .负载 noggin 胶 
原 / 生 物 活性 玻璃 支架 组 .负载 阴性 对 照 sRNA 胶 原生 
物 活性 玻璃 支架 组 。 以 细胞 直接 接种 6 孔 板 上 为 参 
照 。 培 养 14 d 后 ,4% 多 聚 甲 醛 固 定 10 min, 10 mg/mL 
蔚 素 红 染色 30 min,PBS 洗 3 遍 , 倒 置 相差 显微镜 观察 ， 
IPP 6.0 软 件 (Image-Pro Plus 6.0) 进 行 矿 化 面积 计算 。 
1.3 统计 学 方法 

采用 SPSS 22.0 软件 进行 统计 学 处 理 , 两 组 间 样 本 
均 数 比较 采用 非 配对 1 检验 ,P<0.05 为 差异 具有 统计 学 


2 结果 
2.1 支架 浸 提 液 CCK8 细胞 毒性 检测 
支架 浸 提 液 CCK8 细胞 毒性 检测 结果 如 图 1 所 示 ， 


分 别 置 于 10 mL 离心 管 中 , 加 入 10% FBS 和 19%( 青 霉 
BABE ) Wa-MEM 完全 培养 基 5 mL, 于 37 C.95% 
湿度 、 含 5% CO:; 的 细胞 培养 箱 中 浸 提 ,3 d 后 收集 各 组 
浸 提 液 ,4 % 保存。 将 对 数 生 长 期 细胞 消化 重 悬 制 成 细 
胞 悬 液 ,以 1x10ycm 的 密度 接种 于 96 孔 板 中 ,培养 过 


培养 第 1 天 时 ,各 组 细胞 增殖 水 平 无 明显 差异 ,培养 3.5 d 
后 ,其 余 3 组 细胞 增殖 数目 明显 高 于 空白 组 ,差异 具有 
统计 学 意义 (P<0.05)。 负 和 载 阴性 对 照 sSSRNA 胶原 /生物 
活性 玻璃 支架 组 和 负载 noggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 支架 
组 细胞 增殖 水 平 无 明显 差异 。 
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表 1 q-PCR 检 测 相关 引物 序列 表 


Tab.1 Gene and primers of quantitative real-time PCR 


RNA name Gene sequence 
GADPH 
F 5'- AAATGGTGAAGGTCGGTGTGAAC-3' 
R 5'-CAACAATCTCCACTTTGCCACTG-3' 
ALP 
F 5'-GCAGTATGAATTGAATCGGAACAAC-3' 
R 5'-ATGGCCTGGTCCATCTCCAC-3' 
Runx-2 
F 5'-TGCAAGCAGTATTTACAACAGAGG-3' 
R 5'-GGCTCACGTCGCTCATCTT-3' 
BSP 
F 5'-AGAACAATCCGTGCCACTCACTC-3' 
R 5'-AGTAGCGTGGCCGGTACTTAAAGA-3' 
2.5 4" Only cell 
= Negative control+Scaffold 六 六 六 ack 
= 2.07 FEE 
E = Pure Scaffold 
E 1.5 4a Noggin+Scaffold a 
2 * 
2 1.01 
2 
全 
| | | | Í | 
0 
1 3 5 


Culture time with extracts (day) 


1 支架 浸 提 液 对 细胞 增殖 的 影响 

Fig.1 Proliferation of MC3T3 cells cultured with 
extracts of different composites for 1, 3 and 5 days. The 
data are presented as Mean + SD (n=3). *P<0.05, **P< 
0.01, ***P<0.001 vs blank control cells. 


2.2 ALP 活 性 检测 

ALP 活 性 检测 结果 显示 培养 7 d 后 ,各 组 ALP 活 性 
均 无 显著 差异 。 培 养 14 d 后 ,负载 noggin 胶原 /生物 活 
性 玻璃 支架 组 ALP 活 性 高 于 负载 阴性 对 照 s 了 NA 胶原 / 
生物 活性 玻璃 支架 组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 , 差 
异 具 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 
2.3 q-PCR 检 测 成 骨 相 关 基 因 表达 

通过 q-PCR 在 RNA 水 平 对 成 骨 相关 基因 进行 定量 
分 析 , 结 果 见 图 3。 培 养 14 d 后 ,负载 noggin 胶 原 /生物 
活性 玻璃 支架 组 ALP 表达 水 平 高 于 负载 阴性 对 照 
siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支 染 组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 
支架 组 ,差异 具有 统计 学 意义 。 人 负载 noggin 上 胶原 /生物 
活性 玻璃 支架 组 Runx-2 .BSP 表达 水 平 明 显 高 于 负载 
阴性 对 照 sSRNA 肌 原 /生物 活性 玻璃 支架 组 和 胶原 /生物 
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图 2 MC3T3 在 不 同 支架 上 生长 7/.14 d 后 ALP 活 性 检测 
Fig.2 ALP activity of MC3T3 cells cultured with different 
composites for 7 and 14 days. The data are presented as 
Mean+SD (n=3). *P<0.05 vs empty scaffold group. 


活性 玻璃 支架 组 ,差异 具有 统计 学 意义 。 
24 BRAKE 

成 骨 诱 导 14 dat ABET HERALD 1 £4, fl 
置 显微镜 下 观察 ,可 见 黑色 部 分 是 散落 的 文 架 材 料 , 纯 
细胞 组 可 见 极 少 的 散在 红 点 (图 4A)。 负 载 阴 性 对 照 
siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 
支架 组 可 见 支架 散落 区 域 红 色 结 节 密 集 (图 4B.C)。 负 
载 noggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 文 架 组 有 大 量 矿 化 染色 阳 
性 的 结 节 , 色 橘红 ,支架 散落 区 域 红 色 结 节 大 量 分 布 , 红 
色 结 节 连 接 成 片 (图 4D)。IPP 6.0 计 算 矿 化 结 节 面 积 ， 
结果 显示 负载 noggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 支架 组 矿 化 结 
节 形 成 量 高 于 其 余 3 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (P< 
0.05)。 负 载 阴 性 对 照 siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 
组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 矿 化 结 节 形 成 量 高 于 空 
白 组 ,差异 具有 统计 学 意义 (图 4E)。 


3 讨论 

随 着 1990 年 后 期 RNAi 作 用 的 发 现 ,一 个 新 的 治疗 
领域 被 开启 , 即 通过 siRNA 诱 导 特 异性 序列 基因 沉默 。 
相对 于 其 它 RNAi 方 法 ,siRNA 的 巨大 优势 在 于 它 能 够 
直接 与 RNA 诱 导 的 沉默 复合 体 (RISC machinery) 直 接 
作用 ,通过 简单 的 剂量 控制 加 以 调控 ,而 且 无 需 进 入 
PAVE?! SRT SIRNA 治疗 广泛 用 于 应 用 于 临 
床 ,造福 人 类 ,仍然 有 很 长 的 道路 要 走 。 而 在 这 一 探索 
中 面临 的 最 大 的 挑战 就 是 克服 强大 的 解剖 和 生理 的 屏 
障 将 siRNA 释放 到 目标 组 织 的 细胞 内 中 。siRNA 的 局 
部 治疗 相对 全 身 应 用 具有 明显 优势 ,siRNA 直接 递送 
PRL ,确保 局 部 达到 有 效 浓度 ,减少 脱 靶 效应。 目 
前 ,局 部 注射 和 局 部 应 用 siRNA 已 经 出 现在 大 量 的 临 
床 实 验 中 ,通过 局 部 持续 释放 体系 实现 空间 和 时 间 上 
的 双重 调控 "9 。 本 实验 通过 胶原 /生物 活性 玻璃 材料 
缓 释 siRNA 具有 和 良好 的 局 部 成 骨 效 果 , 有 望 成 为 一 种 
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3 MC3T3 在 不 同 支架 上 粘 附 生 长 成 骨 相 关 基 因 表 达 检 测 
Fig.3 Expressions of bone-related genes in MC3T3 cells cultured with different composites for 14 days. The data are 
presented as Mean+SD (n=3). **P<0.01; ***P<0.001 vs empty scaffold group. 
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新 的 骨 组 织 工程 材料 。 

本 实验 发 现 胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 浸 提 液 有 
利于 成 骨 细胞 的 增殖 。 胶 原 一 种 可 酶 促 降解 的 纤维 性 
细胞 外 基质 成 分 ,能 与 细胞 相互 作用 ,影响 细胞 的 形态 、 
骨架 组 装 及 增殖 "。 生 物 活性 玻璃 析出 的 钙 \ 磷 元 素 是 


图 4 RAS 染 色 检测 矿 化 结 节 

Fig.4 Detection of mineralized nodules by RAS 
staining in MC3T3 cells cultured with different 
composites (Original magnification: x 100). A: 
Blank control cells; B: Empty scaffold; C: Negative 
control siRNA + scaffold; D: Noggin siRNA + 
scaffold; E: Nodule area was calculated by IPP 6.0. 
The data are presented as Mean+SD (n=3). *P<0.05, 
** p<0.01; ***P<0.001 vs blank control cells, “P<0.01 
vs empty scaffold group. 


骨骼 组 织 的 重要 组 成 元 素 ,它们 在 成 骨 细胞 矿 化 增殖 中 
起 促进 加 速 作用 "”。 作 为 siRNA 载体 的 一 种 ,PEI 被 广 
泛 用 于 非 病 毒 基 因 转 染 , 它 能 够 通过 静电 作用 浓缩 
siRNA,PEI 复 合体 具有 质子 海绵 的 特性 ,保护 siRNA 免 
受 核酸 酶 的 降解 ,在 大 量 体 内 实验 中 ,PEI 已 成 功 转 染 
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DNA 和 siRNA 到 大 脑 , 肺 ,腹部 ,和 肿瘤 “的 。 本 实验 中 
以 PEI 作 为 转 染 试剂 , 包 庄 Noggin 基 因 成 功 转 染 细胞 ， 
同时 由 于 本 实验 中 PEI 使 用 剂量 低 ,无 明显 细胞 毒性 作 
用 ,与 以 往 研究 结果 一 致 站 。 同 时 本 实验 结果 显示 , 抑 
制 Noggin 基 因 对 成 骨 细 胞 增殖 无 明显 促进 作用 。 以 往 
有 实验 认为 ,BMP-2 对 成 骨 细 胞 增殖 起 促进 作用 ,抑制 
noggin 基因 可 增强 BMP-2 对 成 骨 细 胞 增殖 的 促进 作 
FA?) ,这 与 本 实验 结果 不 符 , 可 能 由 于 本 实验 noggin 有 
效 浓度 较 低 ,促进 作用 不 明显 。 关 于 调节 骨 组 织 生长 和 
矿 化 机 制 的 研究 ,一 直 是 相关 领域 研究 的 热点 。 目 前 ， 
一 般 认为 成 骨 过 程 分 为 两 个 阶段 , 即 增殖 和 矿 化 ,从 成 
骨 细胞 增殖 的 早期 阶段 到 最 后 的 矿 化 是 特定 序列 基因 
调节 的 结果 。 有 研究 表明 ,具有 去 分 化 作用 的 FGF-2 在 
骨 形 成 的 第 一 阶段 , 即 骨 细胞 增殖 过 程 起 作用 ,BMP-2 促 
进 成 骨 细 胞 分 化 和 矿 化 ,对 细胞 增殖 能 力 的 影响 较 小 六 ， 
本 实验 结果 与 这 一 实验 结果 相符 。Betz 等 也 同样 发 
现 延迟 注射 BMP-2 可 以 获得 更 多 的 骨 缺 损 修复 ,从 而 
产生 具有 更 高 矿 化 和 机 械 强 度 的 修复 组 织 。 

为 了 观察 各 组 材料 对 MC3T3 成 骨 作 用 的 影响 ,本 
实验 首先 检测 了 MC3T3 黏附 各 组 材料 生长 后 ,ALP 活 
性 差异 。ALP 是 成 骨 细 胞 分 泌 的 一 种 重要 的 细胞 外 基 
REA ,参与 骨 质 成 熟 钙 化 过 程 调节 ,其 活性 高 低 一 直 
被 用 于 反映 细胞 促 矿 化 能 力 和 向 成 骨 方 向 转化 趋势 的 
指标 ”。 培 养 7 d 后 ,各 组 ALP 活 性 均 无 显著 差异 。 培 
养 14 d 后 ,负载 noggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 支架 组 ALP 
活性 高 于 负载 阴性 对 照 siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 
组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 文 架 组 ,差异 具有 统计 学 意 
义 。 以 往 实验 证 实 聚 乙烯 乙 二 醇 poly(PEG) 水 凝 胶 局 
Hb FF noggin, 可 提高 干细胞 ALP 活 性 “。 本 实验 
ALP 活 性 测定 结果 显示 负载 aoggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 
支架 组 能 够 提高 成 骨 细 胞 ALP 活 性 ,与 以 往 研 究 结 
一 致 。 

ALP 是 重要 的 早期 成 骨 分 化 的 标记 物 。 除 了 
ALP, 本 实验 还 检验 了 Runx-2 和 BSP 基因 ,Runx-2 是 一 
种 具有 较 早 期 的 并 具有 重要 特征 的 成 骨 分 化 标记 物 ， 
BSP 基 因 是 一 种 较 晚期 的 成 骨 分 化 标记 物 ”。 本 实验 
通过 对 ALP、Runx-2、BSP 等 成 骨 相 关 基 因 , 进 一 步 验 证 
各 组 材料 对 MC3T3 细胞 成 骨 作用 的 影响 。 细 胞 黏附 材 
料 生 长 14 d 后 ,负载 noggin 胶 原 / 生 物 活 性 玻璃 支架 组 
ALP 活 性 高 于 负载 阴性 对 照 siRNA 胶 原 /生物 活性 玻璃 
支架 组 和 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 ,差异 具有 统计 学 
意义 ,这 与 ALP 活 性 检测 结果 一 致 。 而 Runx-2 和 BSP 
基因 ,负载 siRNA 胶原 /生物 活性 玻璃 支架 组 表达 量 明 
显 其 余 两 组 ,尤其 是 Runx-2 基 因 。 在 成 骨 相关 基因 检 
测 中 ,noggin 基 因 的 下 调 , 导 致 ALP、Runx-2、.BSP 等 成 
上 骨 相 关 基 因 表达 量 上 升 ,尤其 是 Runx-2 基因 明显 上 升 


差异 显著 ,这 与 Nguyen 等 ”实验 结果 相符 ,但 是 遗憾 的 
是 作者 未 在 结论 中 对 这 一 实验 结果 加 以 分 析 。 在 Fan” 
等 实验 结果 中 ,作者 通过 下 调 noggin 基因, 同样 得 到 
ALP、Runx-2、BSP 等 成 骨 相 关 基 因 表 达 量 上 升 ,但 是 
Runx-2 基因 相对 于 其 他 成 骨 基 因 变 化 无 明显 差异 。 由 
于 BMP-Smad 信 号 通路 在 成 骨 过 程 中 具有 重要 作用 ， 
作者 进一步 研究 发 现 了 noggin 抑 制 则 BMP-Smad 信 号 
通路 增强 ,进而 增强 Smad 1/5/8 磷酸 化 ,Runx-2 和 OCN 
等 基因 表达 量 增高 。 由 于 Runx-2 基 因 受 BMP 信号 通 
路 直接 调控 ,因此 noggin 基 因 的 下 调 ,直接 导致 Runx-2 
基因 表达 量 明 显 上 升 。 这 也 就 解释 了 本 实验 的 研究 结果 。 
骨 结 节 形 成 是 成 骨 研 究 的 关键 ,本 实验 通过 蔚 素 红 
染色 观察 成 骨 结 节 形 成 。 成 骨 诱 导 14 d 后 对 各 组 进行 
英 素 红 矿 化 染色 ,负载 aoggin 胶 原 /生物 活性 玻璃 支架 
组 有 大 量 矿 化 染色 阳性 的 结 节 , 色 橘红 , 文 架 散落 区 域 
红色 结 节 大 量 分 布 ,红色 结 节 连 接 成 片 。 结 果 显 示 负 载 
noggin 胶 原生 物 活性 玻璃 文 架 组 矿 化 结 节 形 成 量 高 于 其 
余 三 组 ,差异 具有 统计 学 意义 ,与 以 往 实 验 结果 一 致 ”。 
负载 阴性 对 照 siSRNA 有 上 胶原/ 生物 活性 玻璃 支架 组 和 胶原 / 
生物 活性 玻璃 支架 组 矿 化 结 节 形成 量 高 于 空白 组 ,差异 
具有 统计 学 意义 。 以 上 结果 表明 胶原 /生物 活性 玻璃 复 
合 材 料 具 有 一 定 成 骨 效 果 , 人 负载 noggin 胶 原 /生物 活性 
玻璃 成 骨 效 果 更 优 于 胶原 /生物 活性 玻璃 复合 材料 。 
综 上 所 述 ,本 研究 证 实 负 载 sSRNA 肌 原 /生物 活性 
玻璃 复合 材料 浸 提 液 有 利于 细胞 增殖 ,材料 具有 良好 的 
生物 相 容 性 。 本 研究 进一步 验证 负载 siRNA 胶原 /生物 
活性 玻璃 材料 具有 良好 的 成 骨 效 果 , 有 可 能 成 为 一 种 新 
的 骨 组 织 工程 材料 ,以 提高 骨 缺 损 区 域 局 部 成 骨 能 力 。 
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